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Systeme de sondes permettant d'effectuer le typage HLA PR, et 
procede de typage utilisant lesdites sondes . 

La presente invention a pour objet un procede pour determiner 
le genotype HLA de classe II d'un individu et se rapporte plus 
particulierement a la detection des genes polymorphes HLA DR. Ce 
procede est applicable notamment au typage HLA en transplantation, 

5 au diagnostic medical, a la raedecine legale, etc. 

Le systeme HI*A (antigene des lymphocytes humains) est code par 
le complexe d' histocompatibility majeur chez I'homme. II con3titue 
une contrainte tres importante au cours des transplantations 
d'organes entre les individus en effectuant une distinction entre le 

10 soi et le aon-soi. De plus, les facteurs du HLA sont impliques dans 
la predisposition a un grand nombre de maladies . Les antigenes du 
systeme HLA ont done ete utilises dans des proc6des de typage pour 
determiner les caracteristiques entre donneurs et receveurs lors de 
transplantations d'organes (F. H. BACH et J.J. VAN ROOD, N . Engl. J. 

15 Med., 295, pages 806-13 (1976)), ainsi que la predisposition d'un 
individu a certaines maladies . 

D'un point de vue genetique, le systeme HLA est bien 
caracterise et consiste en un ensemble de loci plus ou moins 
polymorphes situes dans un intervalle d» environ 2 centimorgans (cM) 

20 sur le bras court du chromosome 6. Trois loci dans ce systeme (HLA- 
A, B et C) codent pour une classe d'alloantigenes exprimes de facon 
codominante (classe I) . Une autre region (HLA-D) qui contient en 
fait plusieurs genes code pour une seconde classe d'alloantigenes 
exprimes de facon codominante avec un degre important de 

25 polymorphisme (classe II) . Plusieurs autres loci qui contr61ent 
notamment les composants C2, C4 et le facteur Bf de la cascade du 
complement appartiennent egalement au systeme HLA (classe III) . Le 
succes des greffes d'organes depend dans une grande mesure de 
l'identite HLA (classes I et II) entre receveur et donneur. En 

30 consequence, le typage HLA doit etre le plus exact possible. Ce 
besoin concerne principalement les transplantations de reins (P.J. 
Morris et A. Ting (1982) Immunol. Rev 66, 103 - G. Opelz (1989) 
Transpl. Proc. 21,609 - E.L. LAGAAIJ, P.H. Hennemann, M, Ruigrok et 
al. (1985) New Engl. J. Med 321,701) et les greffes de moelle 

35 osseuse (P.G. Beatty, R.A. Clift, E.M. Mickelson et al. (1985) New 
Engl. J, Med 313,765 - J.M. Hows et B.A. Bradley (1990) British J. 
Hematol. 76,1). Dans le cadre de la greffe de moelle osseuse, 
l'identite parfaito au niveau des antigenes HLA classe II represente 
un facteur determinant pour le succes de la greffe, e'est-a-dire 
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pour eviter un re jet du greffon ou le developpement d*une maladie 
greffon-contre-h6te (P.G. Beatty, J. Hansen, G.M. Longton et al. 
(1991) Transplantation 51, 443 - R.c Ash, J.T. Casper, C.R. 
Chitambar et al. (1990) New Engl. J. Med. 322, 485 - C. Anasetti, D. 
Amos, P.G. Beatty et al. (1989) New Engl. J. Med. 320,197). 

Le polymorphisme des produits d 1 expression des genes de la 
region HLA D est defini habituellement par des techniques 
serologiques basees sur 1» analyse par des alloantisera des produits 
des genes HLA exprimes a la surface des cellules (J.J. Van Rood et 
A. Van Leeuwen (1963) J. Clin. Invest. 42,1382 ~ J.J. Van Rood, A. 
Van Leeuwen, J.J. Koning, A.B. Van Oud Ablas (1975) Tissue Antigens 
5, 73) . La precision et la reproductibilite dependent des lots de 
sera disponibles . Cependant, meme dans les meilleures conditions, un 
tres grand nombre des alleles existants ne sont pas detectables par 
ces techniques serologiques. Les limites de 1" analyse serologique 
result ent essentiellement de 1' absence d 1 alloantisera mono- 
specifiques, d'une discrimination incomplete avec des reactivites 
croisees ent re des specif icit 6s tres proches, par exemple DR3 et 
DRwl3 ou encore d'une expression alteree des molecules HLA classe II 
a la surface des cellules, par exemple de cellules leucemiques . 

Grace a la biologie moleculaire, on sait maintenant qu'il 
existe un plus grand nombre de genes HLA qu'on ne le supposait 
auparavant et, surtout, beaucoup plus d'alleles dif f erents . Cette 
diversite est maintenant caracterisee au niveau des sequences d'ADN 
des dif f erents genes et alleles. Selon le dernier rapport du comite 
de nomenclature HLA (voir The WHO Nomenclature Committee for factors 
of the HLA system (1990) Immunogenetics 31, 131 - and - J.G. Bodmer, 
S.G.E. Marsh, E.D. Albert, W.F. Bodmer, B. Dupont, H.A. Erlich, B. 
Mach, W.R. Mayr, P. Parham, T. Sasazuki, G.M.T . Schreuder, J.L. 
Strominger, A. Svejgaard et P.I. Terasaki (1991) Tissue Antigens 37, 
97), le polymorphisme HLA classe II se repartit comme suit : locus 
DRB1 : 47 alleles, locus DRB3 : 4 alleles, locus DRB4 : 1 allele, 
locus DRB5 : 4 alleles, locus DQB1 : 17 alleles, locus DQA1 : 13 
alleles, locus DPB1 : 21 alleles, locus DPA1 : 4 alleles. 

Beaucoup de ces alleles echappent a 1» analyse serologique et 
ne sont identifiables qu'au niveau de 1 * ADN . On peut illustrer les 
limites du typage serologique par la specif icite serologique DR4, 
maintenant subdivisee en 11 sous-types (DRB1*0401-0411) (voir J.G. 
Bodmer, S.G.E. Marsh, E.D, Albert, W.F. Bodmer, B. Dupont, H.A. 
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Erlich, B. Mach, W.R. Mayr, P. Parham, T . Sasazuki, G.M.T. 
Schreuder, J.L. Strominger f A, Svejgaard et P.I. Terasaki (1991) 
Tissue Antigens 37 f 97), identif iables seulement au niveau de la 
sequence d'ADN. 

De meme, la specif icite DRw6, qui peut etre subdivisee en 
DRwl3 et DRwl4 par quelques alloantisera, contient en realite 10 
sequences alleliques (DRB1*1301-1305 et DRB1*1401-14Q5 (voir la 
publication de Bodmer JG citee ci-dessus) qui, la aussi f ne peuvent 
6tre discriminees que par 1' analyse genotypique au niveau de la 
sequence d'ADN. 

L' analyse genotypique est une nouvelle approche permettant 
d f analyser la diversite du systerae HLA classe II directement au 
niveau des genes. L 1 analyse genotypique est basee sur le principe de 
1' hybridation moleculaire et la premiere approche qui fut proposee 
est la technique dite "RFLP" qui consiste a fragmenter l'ADN par 
utilisation d' enzymes de restriction et a analyser la taille des 
fragments d'ADN specifiques generes par ces enzymes (voir C.T. Wake, 
E.O. Long et B. Mach (1982) Nature 300, 372 - J. Bihme, M; 
Andersson, G. Andersson, E. Miller, p. A. Peterson et L. Rask (1985) 
J. Immunol. 135, 2149 - J.L. Bidwell, E.A. Bidwell, D.A. Savage, D. 
Middleton, P.T, Klouda et B.A. Bradley (1988) Transplantation 45, 
640) . 

L' analyse par RFLP ne permet de reconnaltre que certaines des 
differences alleliques indetectables par la serologie, et cette 
technique presente encore des limitations. En effet, un allele 
portant une sequence differente est identifiable seulement si le 
nucleotide different est dans le site de reconnaissance de l'enzyme 
de restriction utilisee dans !• analyse et done un grand nombre 
d' alleles HLA classe II ne seront pas reconnus par zette analyse. De 
plus, l'analyse RFLP ~.et rarement en evidence une modification dans 
une sequence codante, et ne fournit pas d* informations sur la nature 
exacte de la modification. Enfin, cette technique est longue et 
lourde car elle implique d'utiliser des quantites relativement 
importantes decides nucleiques qui doivent Gtre digerees avec 
plusieurs enzymes de restriction, des electrophoreses et des 
transferts sur f litres. 

Pour illustrer les limites de la technique RFLP, on peut 
mentionner que les sous-types des specificites DR1, DR4, DRw8, DRwlI 
ou DRwl3, ne sont pas detectables par RFLP. 
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Une nouvelle technique d' analyse genotypique de HLA classe II 
a ete proposee, qui est la methode dite -de typage par 
oligonucleotides". Grfice A la connaissance des sequences d'ADN des 
genes de HLA classe II et en particulier des genes DRp, qui sont de 
loin lea plus polymorphes, on peut utiliser des oligonucleotides qui 
sont specif iques d'un endroit donne de la sequence du gene comme 
traceurs pour 1' analyse du polymorphisme par hybridation. Ces 
oligonucleotides sont choisis de facon a etre les plus infonnatifs 
possibles et a permettre 1 •identification des differents alleles, 
sur la base de leurs differences de sequences. Dans la pratique, 
n'importe quelle difference de sequence, mime d'un seul nucleotide, 
peut dtre detectee. 

La technique de typage par oligonucleotides peut etre 
appliquee aussi bien a 1 1 ADN, come decrit dans la publication 
d'Angelini et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 83, pages 4489 - 
4493 (1986), qu'a l'ARN (voir C. Ucla, J.J. Van Rood, J. Gorski et 
B. Mach (1987) J. Clin. Invest. 80, 1155). 

Cette nouvelle approche est basee sur le principe de 
l f hybridation moleculaire en utilisant les proprietes 
caracteristiques des acides nucleiques qui sont les possibilites 
d'interagir avec une sequence complementaire par 1 1 intermedia ire de 
liaisons hydrogenes et de former ainsi un hybride stable, selon les 
lois d'appariement connues, c 'est-a-dire A-T, G-C, pour 1 ' ADN et A- 
U, G-C pour 1 ' ARN. Ainsi, des oligonucleotides de synthese 
correspondant a des sequences d'ADN ou d 1 ARN des alleles connus 
peuvent etre utilises comme sondes pour identifier, dans un 
echantillon, une sequence nucleique appelee cible, contenant une 
sequence complement a ire de celle de la sonde. Le marquage de 
l f hybride forme entre la cible et la sonde permet la detection et la 
quantification de la cible dans 1 'echantillon . Ce marquage sat 
effectue par tout marqueur connu, tel que marqueur enzymatique, 
chimique ou radioactif. Sur la base de ces principes la premiere 
application de typage par oligonucleotide pour le HLA classe II a 
ete presentee par Angelini et al. dans la publication precedemment 
citee, avec utilisation de la technique dite n SOUTHERN" selon 
laquelle 1 'ADN cible est depose sur une membrane de nylon et la 
detection est effectuee a l'aide d'une sonde oligonucleoditique 
marquee. La technique a ensuite ete appliquee a la detection 
d' alleles HLA classe II non identif iables par la serologie de 
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routine (voir J.M. Tiercy, J. Gorski, M. Jeannet et B . Mach (1988) 
Proc. Natl* Acad, Sci. USA 85, 198 - J.M. Tiercy, J. Gorski, H. 
Betuel, A.C. Freidel, L . GebAhrer, M. Jeannet et B . Mach (1989) 
Human Immunol. 24, 1) , Une autre application directe au typage HLA 
classe II est celle decrite dana la demande de brevet PCT WO 
89/11547 utilisant la technique dite "Dot-Blot w . Une modification a 
ces techniques est representee par la methode dite "Reverse Dot 
Blot" qui consiste a fixer sur une membrane de papier, 
nitrocellulose ou un melange des deux, une sonde nucleotidique et a 
effectuer la detection d'une hybridation avec une cible marquee. 
Cette technique a ete appliquee au typage HLA-DQA et a la detection 
des mutations de la P -thalassemie mediterraneenne (R.K. Saiki et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, Voi 86, pages 6230-6234 (1989)). 

Comme decrit precedemment et explique dans les publications et 
la demande de brevet citees ci-dessus, le typage cellulaire 
necessite la detection de mutations ponctuelles dans le gen6me et 
implique la mise au point de sondes suf f isaxnment senslbles pour 
detecter et differencier des sequences homologues a un nucleotide 
pres, et on a trouve qpj'il fallait utiliser des sondes de courte 
taille, generalement de mo ins de 30 nucleotides, qui conferent au 
test une grande specificite, tout en conservant une bonne 
sensibilite. L • utilisation d' oligonucleotides de courte taille 
permet de disposer d'un grand eventail de selectivite. 

Dans le cas ou l r on utilise un test comprenant la fixation 
d'une sonde sur un support solide reste pose le probleme lie a 
1* immobilisation d'une sonde courte, inferieure a 30 nucleotides, 
sur un tel support solide. R.K. SAIKI et al., dans la publication 
precedemment citee, ont propose une methode qui consiste a coupler a 
1 'ext remit e 3' d'une sonde comprenant entre 15 et 20 bases, une 
queue poly<dT) de 400 bases et a immobiliser la sonde par 
1 * intermedia ire de cette queue sur un filtre de nylon par exposition 
a des rayons ultraviolets, de facon a coupler par covalence les 
bases thymines aux amines primaires presentes dans le nylon. 

Cependant, cette methode n'est pas entierement satisf aisante, 
car elle presente des problemes de specificite. En effet, les bases 
thymines de la sonde peuvent egalement reagir, sous rayonnement 
U.V., avec le support, ce qui implique une diminution de 
l'efficacite d 1 hybridation. 

Par ailleurs, pour des raisons d' industrialisation, il est 
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souhaitable de mettre au point un procede de typage qui presente une 
grande specificite et une bonne sensibilize, mais qui de plus soit 
simple a mettre en oeuvre, d'exdcutiou rapide, peu onereux, 
automatisable et utilisable pour le typage individuel. 

On a maintenant trouve un nouveau procede pour determiner le 
genotype HLA DR d'un individu, qui pallie les inconvenients decrits 
ci-dessus en permettant de detecter et de differencier des sequences 
homologues a un nucleotide pres. 

Le precede de l'invention peut etre mis en oeuvre a l'aide d'un 
ensemble de sondes nucleotidiques choisies de facon a permettre un 
typage avec un nombre minimum de sondes. Cet ensemble de sondes 
presente notamment l'avantage de permettre d'operer a une 
temperature unique, notamment a 37° C. <bien qu'il soit possible 
d'operer a une autre temperature, comme on le verra dans la partie 
experimentale ci-apres) . Un tel ensemble de sondes fait egalement 
partie de 1' invention. 

It' ensemble des sondes de 1' invention qui sera defini ci-apres, 
peut etre utilisee sous la forme de sondes de detection (marquees 
avec un agent traceur usuel) dans lea techniques du type Southern, 
ou, de preference, sous la forme de sondes de capture (technique 
sandwich ou reverse dot blot) immobilisees sur un support solide, 
soit par fixation passive (adsorption) directement ou par 
1' intermediate d'un ligand) , tel qu'un ligand hydrophobe (voir par 
exemple la demande de brevet europeen N° 0 405 913), soit par 
l'etabllasement d'au moins une liaison covalente qui peut dtre faite 
ici encore directement ou par l'intermediaire d'un ligand capable de 
se fixer par covalence sur i e support (voir par exemple la demande 
de brevet PCT N° WO 88/01302). L' immobilisation des sondes peut etre 
realisee soit a l'aide de procedes connus, soit a l'aide .d' autres 
procedes qui seront decrits ci-apres. 

Les sondes de 1' invention (sondes nucleotidiques) vont £tre 
decrites principalement sous la forme de sequences nucleotidiques. 
II est evident pour 1'homme du metier que, meme pour le cas de 
sondes destinees a detecter des mutations ponctuelles, a une 
temperature donnee, il est possible d'envisager 1' utilisation de 
sondes de longueur (nombre de nucleotides) variable, dans une 
certaine mesure, grfice notamment a l'emploi de solutions, tampons 
favorisant plus ou moins la stabilite des complexes d' hybridation. 
Les sondes de 1' invention sont done definies par une sequence qui 
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pourra £tre generalement consideree coinme maximum (en particulier si 
on souhaite travailler a temperature relativement basse/ par exemple 
a 37° C) , avec en outre 1' indication d'une sequence minimum qui sera 
encore utilisable a ladite temperature et qui sera sensible a une 
mutation meme ponctuelle. 

II est evident pour les specialistes qu' a chaque sonde 
nucleotidique particuliere correspond une sonde complement ai re , qui 
est bien entendu capable de jouer le meme r61e en tant que sonde de 
capture ou de detection. L' invention s'etend done a de telles sondes 
ayant une sequence complement aire de celles qui seront decrites ci- 
apres . 

II est egalement evident pour les specialistes qu' il est 
generalement possible de remplacer, dans un ensemble de sondes, 
1'une des sondes reconnaissant une specif icite quelconque X par un 
systeme de deux sondes reconnaissant 1'une, des specif icites X et Y, 
et 1' autre, des specif icites X et Z, auquel cas des reponses 
positives a la fois avec la sonde XY et avec la sonde XZ permettent 
de conclure a la presence de la specif icite X. L f invention s'etend 
done a un systeme de sondes , tel qu'il sera defini ci-apres, dans 
lequel une ou plusieurs sondes sent remplacees par un tel systeme 
equivalent de deux sondes ou plusieurs sondes . Bien entendu, un tel 
systeme associatif peut £tre applique a un nombre de specificites 
superieur a 2 • 

L« invention a pour objet des sondes nucleotidiques 
utilisablee dans les techniques de typage par oligonucleotides pour 
effectuer le typage HLA DR, ces sondes etant choisies parmi les 
suivantes 2 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAAGAGGGAGTG 

- GCGAGTGTGGAACCT 

- AAGACAGGCGGGC . 

Les quatres sequences qui viennent d'etre mentionnees sont 
designees, respect ivement, par les numeros de reference 101, 102, 
103 et 104 . 

La sonde 101 permet d' identifier le type DRB1*01. 
La sonde 102 permet d' identifier le type DRB1*02. 
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La sonde 103 permet d* identifier le type DRB4*01 et 

la sonde 104 sert dans 1 1 identification du type DRB1*1305. 

L ' invention concerne egalement un ensemble de sondes 
nucleotidiques, ou un kit de type HLA, comprenant au moins une sonde 
choisie parmi les sondes 101 a 104, 

L 1 invention a egalement pour objet un tel ensemble de 
sondes contenant en outre au moins une sonde choisie parmi les 
suivantes : 

" GTGGACAACTACTG - GATACTTCTATCACCA A - G CCTGATGAGGAGTAC 
~ TG<3CAGGGTAAGTATAAG - G GGCCCTGGTGGA CA - T GCGGTATCTGCACA 

- GGAGGAGGTTAAGT T - C TGGAAGACGAGCG - T GGAAGACAAGCGG 

- TGCGGAGCACTGGA - AA CCAGGAGGAGAACGTG - ACTCTACGGGTGAGTG 

- GACACCTATTGCAGAC - 



La partie soulignee correspondant a une sequence minimum, 

Les treize sequences qui viennent d'etre mentionnees sont 
designees respect ivement sous les numeros de reference 105 a 117. 

Selon un mode de realisation prefere, la sonde 111 est 
utilisee sous sa forme complete, y compris les deux T non soulignes 
a 1» extremity 3'. Elle a la meme specif icite que la sonde 45. 

La sonde 115 est utilisee de preference sous la forme de la 
sequence soulignee augmentee des deux A non soulignes a l'extremite 
5'. Elle a la meme specif icite que la sonde 28. 

Les sondes 105 a 110, 112 a 114 , 116 et 117 sont utilises 
de preference sous la forme des sondes ayant dans la partie 
experimental ci-apres les numeros de reference 43, 9, 10, 14, 17 , 
44, 46, 48, 47, 24 et 27. 

L« invention concerne notamraent un ensemble de sondes tel 
que defini ci-dessus, caracteris* par le fait qu'ii comprend en 
outre l'une au moins des sondes suivantes (la partie soulignee 
correspondant a la sequence optimum) : 
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- G AGGAGGACTTGCGCT - T ACGGGGCTGTGGAG - G GAGCTGCGTAAGT 

- TTCCTGGAGAGACAC - G GGAGAGATACTTC C . 

Les cinq sequences qui viennent d«§tre mentionnees sont 
designees respectivement par les num6ros de reference 118 a 122. Ces 
sequences sont utilisees notamment sous la forme dee sondes portant 
les numeros de reference 42, 42 bis, 52, 37 et 55. 

Les sondes specif iques indiquees ci-dessus peuvent §tre 
utilisees notamment comme sondes de capture ou de detection. Elles 
sont utilisees de preference sous la forme de sondes de capture 
immobilisees ou immobili sables eur un support solide. 

L f invention a egalement pour objet un procede pour determiner 
le typage HLA DRp d'un individu, selon les techniques usuelles de 
typage par oligonuc!6otides, caracterise par le fait que l'on 
utilise comme sondes de capture ou de detection, soit 
sequent iellement, soit simultanement , au mo ins une partie des sondes 
de 1' ensemble de sondes tel que defini ci-dessus : 

Dans un procede automatise, on utilisera 1' ensemble des 
sondes. Dans d'autres cas, il est evidemment possible de les 
utiliser 1'une apres 1' autre, et d'arreter le procede lorsque les 
renseignements recueillis suffisent a determiner le typage. 

Le procede de 1' invention comprend done es sent iellement les 
etapes consistent : 

- a met t re en contact selon une technique particuliere choisie, d*~& 
echantillons d'acides nucleiques cibles contenant les regions 
polymorphes du gene HLA DR d'un individu, avec au moins une partie 
de 1' ensemble des sondes tel que defini ci-dessus, 

- a faire incuber, selon les methodes connues r dans des conditions 
predetermines telles que 1' hybridation avec chaque sonde ne se 
produit que si la cible contient une sequence parf aitemeut 
complementaire de celle de ladite sonde, et 

- a determiner, selon les techniques de detection usuelles, 
1' hybridation ou 1' absence d' hybridation avec chacune des sondes 
utilisees . 

Les informations recueillies sont ensuite utilisees pour 
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determiner le typage en fonction d'un plan de typage preetabli, 
tenant compte des sondes utiliaeea et de la connaisaance des types 
HLA DR et/ou sous types associes repertories . Ce travail est 
simplifie par 1' utilisation d'un plan de typage, c'est a dire en 
pratique un tableau donnant directement les types et/ou sous types 
en fonction des reponses positives (hybridation (a) ) observees. Pour 
1' ensemble des sondes de la presente invention, un tel tableau est 
donne ci-apres dans la partie experimental (voir tableau 6) . 

L' invention conoerne en particulier un procede tel que defini 
ci-dessus, dans lequel on utilise leadites sondes comme sondes de 
capture, ce procede pouvant etre caracterise par le fait qu'il 
comprend les etapes consistant a : ' 

a) immobiliser chaque sonde de capture sur un support solide, 

b) mettre en contact chaque sonde de capture immobilisee avec 
un milieu liquide contenant au moins un fragment d'acide nucleique 
cible, dans des conditions predeterminees permettant 1' hybridation 
si la sequence complementaire de celle de la sonde est presente dans 
la cible et 



c) d6tecter la presence d'hybrides eventuellement formes. 

Bien entenuu, les sondes de 1' invention permettent de d6tecter 
aussi bien des fragments cibles d'ARN que d'ADN. Par ailleurs,il est 
evident que l'on peut utiliser comme sonde de detection outre les 
sondes ci-dessus, toutes sondes appropriees, notamment l'une des 
sondes d6crites ci-apres dans l'exemple 5. 

Lorsque la sonde de capture est tres courte, c'est-4-dire 
inferieure a 20 nucleotides et en particulier inferieure a 17 
nucleotides, il devient necessaire de mettre en oeuvre des moyens 
permettant d'ameliorer la fixation de la sonde sur un support 
solide. La fixation de la sonde sur le support est effectuee alors 
sous la forme d'un derive resultant du couplage oovalent de la sonde 
avec un ligand facilitant la fixation sur le support solide. Le 
ligand, qui peut comprendxe une partie hydrophobe est notamment un 
ligand comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, par 
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exemple un groupement amine. Le groupement fonctionnel peut servir a 
fixer la sonde sur le suppport solide par etabiissement d'une 
liaison covalente. Lorsque le groupement fonctionnel polaire ne 
reagit pas avec le support, 11 ameliore la fixation par adsorption 
sur le support, meme si le support est hydrophobe. 

Le ligand est par exemple choisi parmi les proteines et les 
composes tels que representes respectivement par les formules I et 
II ci-dessous ; 

o 

< i > 

dans laquelle : 

Z represente un radical alkyle ou alcenyle de 2 a 12 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifie, non substitue ou substitue par un ou 
plusieurs groupements choisis parmi les groupements hydroxy et/ou 
amino, et m-f represente notamment un ion alcalin ou ammonium. 

Ce ligand est couple preferentielleroent a l^extremite 5' de la 
sequence nucleotidique de la sonde de capture 

j(H)n- NH 2 
-CH'CHC^OH 

( ii > 

dans laquelle n est un nombre entier pouvant varier de 1 a 4 et de 
preference n — 1 ou 4 . 

Ce ligand est couple preferentiellement a l'extremite 3 1 de la 
sequence nucleotidique de la sonde de capture. 

Lorsque le ligand est une proteine, on choisit par exemple une 
albumine, de preference 1'albumine de serum de bovin, qui peut £tre 
couplee a l^xtremite 5 1 ou 3' de la sequence nucleotidique de la 
sonde de capture. 

Le support de la presente invention peut €tre tout support 
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permettant d' immobiliser une sequence nucleotidique ou un derive 
selon 1' invention, soit par adsorption passive soit par covalence. 
Lea supports peuvent Stre realises en tout materiau habitue llement 
utilise tel que nitrocellulose, nylon, papier, ou de preference, en 
un materiau hydrophobe tel qu'un polymere de styrene ou un 
copolymere a base de styrene comprenant au moins 10 % en poids de 
motifs styrene. 

Le support solide selon l f invention peut §tre sans limitation 
sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d' un 
tube, d'un cdne, de puits ou analogues. 

Selon le precede de la presente invention, un echantillon 
contenant un acide nucleique est obtenu a partir d'un individu dont 
le genotype HLA DR doit etre determine. Tout type de tissu contenant 
de 1' acide nucleique HLA DR peut etre utilise dans le cadre de la 
presente invention. II est ainsi possible d' utilise r des fragments 
d' acide nucleique <ADN ou ARN) obtenus apres coupure par voie 
chimique, enzymatique ou analogue de 1 'acide nucleique present dans 
1' echantillon de 1' individu. 

Cependant 1 • incorporation d'une etape prealable 
d' amplification de 1 ' ADN ou de 1 'ARN cible peut faciliter le procede 
de typage par oligonucleotide de la presente invention. Le principe 
de 1' analyse du polymorphisme HLA par hybridation d» oligonucleotides 
specifiques de sequences reste le mGme, mais une etape 
d' amplification selective permet un enrichissement en sequences de 
la cible, ce qui simplifie la technique (R.K. Saiki, T.L. Bugawan, 
G.T. Horn, K.B. Mullis et H.A. Erlich (1986) Nature 324, 163 - J.M. 
Tiercy, M. Jeannet et B, Mach (1990) Eur. J. Immunol. 20, 237). 

L 1 amplification peut etre obtenue soit. a partir d'ADN, soit a 
partir d ' ARN. II est evident pour un homme du metier que 
1' amplification des sequences de la cible HLA DR dans un echantillon 
peut etre accomplle par toute methode connue qui permet d'obtenir 
une amplification suffisante pour que la sequence de la cible puisse 
6tre detectee par hybridation d'un acide nucleique a une sonde. 

En general, 1' acide nucleique dans 1 'echantillon sera de 
1 ' ADN, le plus souvent de l'ADN genomique. Cependant, la presente 
invention peut egalement etre mise en oeuvre avec d'autres acides 
nucleiques tels que de l'ARN messager ou de l'ADN clone, et 1' acide 
nucleique dans 1 'echantillon de 1« individu pourra §tre sous la forme 
d'un simple brin ou c'un double brin. Bien entendu, lorsque 1 'acide 
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nucleique est sous la forme double brin, il est necessaire de 
pratiquer une etape de denaturation pour obtenir un acide nucleique 
simple brin, 

Les sondes utilisees dans la presente invention sont des 
oligonucleotides specif iques d'une sequence (OSS) qui, dans des 
conditions approprieea, peuvent se lier specif iquement a leurs 
sequences complement aires . Si une sonde particuliere peut Stre 
utilisee pour identifier uniquement un allele, la sonde est alors 
appelee OSA, c'est-a-dire oligonucleotide specif ique d'un allele. II 
est possible qu'une seule sonde ne soit pas capable d' identifier a 
elle seule un allele specif ique DRP en raison de la nature 
differente entre divers alleles DR0. 

Selon le procede de 1 1 invention, l'identite d'un allele est 
deduite a partir d'un modele de liaison d'un ensemble de sondes, 
chaque sonde individuelle de 1' ensemble etant specif ique de 
differentes parties du genes HLA DR. Gr&ce au choix de multiples 
sondes correspondant aux sequences d'ADN des alleles connus, la 
specificite du proced6 de typage par oligonucleotides de la presente 
invention permet d' identifier tous les alleles des loci DRB1, DRB3 
et DRB5 . Bien entendu, le procede de la presente invention pourrait 
£tre utilise pour identifier les alleles d'autres loci extr£mement 
polymorphes tels que DQB1 et DPB1 . Comme les differences alleliques 
sont essentiellement localisees dans I'exon codant pour le premier 
domaine des molecules HLA (aa 5-94), les sondes sont choisies pour 
£tre complementaires de sequences specifiques localisees dans cette 
region. Au cas ou de nouveaux alleles seraient decouverts, ceux-ci 
sont immediatement repertories dans un registre de sequences HLA 
classe II, qui permet d'actualiser la collection de traceurs 
inforxnatifs et done d 1 adapter la methodologie a la detection de tout 
nouvel allele. 

Pour rationaliser le typage HLA classe II complet, on a 
propose d'introduire tout d*abord une premiere etape du typage DR 
generique, lequel peut, avec un nombre limite de sondes , 
reconnaitre les principales specif icites HLA-DR, e'est-a-dire HLA- 
DRl-DRwl8. Cette etape est suffisante pour un grand nombre 
d' applications cliniques (voir B. Mach et J.M. Tiercy (1991) Human 
Immunol. 30, 278) . 

Sur la base des resultats de cette premiere etape, il est 
possible de choisir les sondes specifiques necessaires pour 
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realiser, dans un deuxieme temps , un micropolymorphiame DR0, pour 
detecter le polymorphisme DQB1 et si necessaire pour caracteriser 
les alleles DPB1. 

L' analyse des specif icites HLA-DRl-DRwl8 par la technique de 
typage par oligonucleotides peut Stre appliquee dans les 
laboratoires d'histocompatibilite pour le typage DR de routine, en 
reraplacement de la serologie DR r notanunent pour effectuer le typage 
DR de patients en liste d'attente pour une greffe renale ou le 
typage de donneurs de reins potent iels, le typage DR de patients 
leucemiqu-s pour lesquels une greffe de moelle osseuse est 
envisagee, ainsi que des membres de leur famille ou des donneurs 
potent iels non apparentes, le typage DR a grande echelle pour la 
constitution de registres de donneurs de moelle volontaires, pour 
determiner des associations entre des maladies et le systeme HLA, 
par exemple dans le cas de diabetes insulinodependants, pour des 
applications en medecine predictive ou encore pour des recherches de 
paternite et autres identifications judiciaires . 

On donne ci-apres quelques definitions de termes utilises dans 
la presente demande : 

•"genotype" fait reference a 1" ensemble des caracteristiques 
genotypiques d f un individu par opposition au "phenotype" qui sont 
les caracterisations d'un individu telles qu'elles ressortent de 
1' analyse des produits d» expression du gene et notamment des 
proteines . 

"alleles" sont les differentes formes alternatives d f un meme gene 
qui presentent des differences au niveau de la sequence nucleique. 
Ces differences se manifestent au niveau de I'ADN, de 1 1 ARN et des 
proteines . 

"polymorphisme" caracterise la diversite introduite dans une 
population par 1" existence d» alleles differents pour un meme gene, 
"oligonucleotide" tel qu» utilise ici designe les amorces, les 
sondes, les fragments d'acides nucleiques devant etre detectes, 
etc.,. Les oligonucleotides peuvent €tre prepares par toute methode 
appropriee connue. 

*sonde nucleotidique**" represente un fragment d'ADN ou d 1 ARN 
naturel, ou un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un 
fragment d'ADN ou d 1 ARN de synthese, non modifie ou comprenant une 
ou plusieurs bases modifiees telles que l'inosine {symbolisee par la 
lettre I) , la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5- 
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desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5~ 
desoxyuridine ou toute autre base modifiee permettant 1 1 hybridation . 

Par ailleurs, dans la presente demande lorsque les sequences des 
sondes de capture sont soulignees, ceci represente la sequence 
optimale pour un typage selon 1* invention. Bien entendu, ces 
sequences optimales peuvent etre rallongees a 1'extremite 3' et/ou 5' 
par au moins une base. Dans ce cas, certaines bases pouvant etre 
ajoutees f acultativement ont ete indiquees entre parentheses comme 
on peut le voir par exemple a la lecture de la description ci-dessus . 
Enfin, il est possible pour un homme du metier de modifier la 
longueur des sequences utilisees en fonction des conditions 
operatoires (telles que : les temperatures d' hybridation, de 
lavage, la nature du tampon d f hybridation et/ou de lavage) et du 
plan de typage. 

L 1 invention sera mieux comprise k la lecture de la description 
detaillee qui va suivre, faite en reference a des exemples non 
limitatifs illustrant des modes de realisation preferds du procede 
de 1' invention. 

EXEMPLE 1 : 

Les ligands utilises dans la presente invention et donnes ici a 
titre d' exemple, peuvent dtre des composes disponibles dans le 
commerce tels que dans le tableau 1 ci-apres : 



TABLEAU 1 



tigand 



Formule 



Fournisseur 



ref 



o 



OCH, 



CF s -CNH-(CH a ) fl OP 



a 




Applied Biosystems 



400808 




N (isoPr), 



Ctontech Lab Inc 



5206-1 



WO 96/40989 



-16- 



PCT/FR96/00836 



10 



IS 



f 



MMTr-NH(CH 



0(CH 2 ) 2 «CN 



\l (isoPr) 2 



GlenResearch 



Fmoc-NH-CHj-CHCHjODMTr 



OP 



/ 
\ 



N(isoPr) 2 



Ciontech Lab Inc 



CH 2 NH*Fmoc 
I 

CPGLCAAOCHj-CH-CHjODMTr 
(CH 2 } 4 NHFmwu 



CPGLCAAO-CHjOHCHjODMTr 



Ciontech Lab Jnc 



Ciontech Lab inc 



10-1903 



5203-3 



5221-1 



5222-1 



20 



25 



30 



35 



MMTr - raonomethoxytrityl 

DMTr - dimethoxytrityl 

Fmoc- f luorenyl-9-methoxycarbonyl 

CPG - billes de verre a porosite contr61ee 

LCAA * longue chalne alkyle amine (bras espaceur) 

Le couplage d'un ligand phoaphoramidite a un oligonucleotide 
est effectue selon le protocole general suivant : 

Un oligonucleotide est synth6tise sur un appareil automatique 
381 A de la societe APPLIED BIOSYSTEMS en utilisant la chimie des 
phosphoramidites selon le protocole du constructeur • Le ligand 
phosphoramidite dissout dans de 1' acetonitrile anhydre a une 
concentration de 0,2 M, est place en position X du synthetiseur et 
1' addition du ligand se fait a l'extremite 5' de 1' oligonucleotide 
selon le protocole standard de la synthese automatique lorsque la 
synthese de 1' oligonucleotide est achevee, 

Dans le cas ou le ligand est porteur d'un groupement 
protecteur dimethoxytrityle, tel que pour le compose d, il est 
necessaire d'effectuer une etape supplementaire de deprotection du 
groupement trityle par l'acide trichloroacetique en fin de synthese, 

Apres deprotection une nult a 55° C dans NH 4 OH 33 %, s. ivie 
d'une precipitation dans de l'ethanol a - 20°C, ^oligonucleotide 
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est seche sous vide et repris dans 1 ml d'H 2 0. 

Pour les composes references b et c, une etape supplement aire 
de clivage du groupement monomethoxytrityle est effectuee selon le 
protocole du fabricant (CLONTECH et GLEN RESEARCH respect i veraent ) 
apres deprotection . 

Dans le cas des composes portant la reference e et f, la 
synthese automatique demarre par la silice greffee par le ligand 
selon le protocole standard. Le couplage ligand et oligonucleotide 
s'effectue par 1' extremity 3' de ce dernier. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies a leurs 
extremites 5' ou 3' sont purifies par chromatographic liquide haute 
pression (CLHP) en phase inverse sur une colonne Brownlee RP18 (10 
mm — 25 cm) • 

Conditions : debit 4,6 ml/min 

Gradient 10 % a 35 % de tampon B en 30 min. 

35 % a 100 % de tampon B en 3 min. 

Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes . 
Tampon A : 0.1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH « 7,00 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN, 

SXSMPLE 2 : 

Couplage d'un oligonucleotide a 1'Albumine de Serum de boeuf 

(ASB) . 

Un oligonucleotide portant le bras aminolink 2 reference a 
dans le tableau 1 est synthetise tel que decrit dans l'exemple 1 : 
3. 10 ~ 8 mole d' oligonucleotide sont sechea sous vide et repris dans 
25 \ll de tampon borate de sodium 0.1 M, pH 9.3. On additionne 500 \ll 
d'une solution a 30 mg/ml de DITC (phenylene^l, 4-diisothiocyanate 
Fluka 78480) dans le DMF. Le melange est agite 1^5 h a temperature 
ambiante avant 1' addition de 3 ml d'H 2 0. Apres extraction de la 
solution par le butanol (3x3 ml) , la phase aqueuse restante (500 
111) est sechee sous vide puis reprise par 1.10" 7 mole (6,6 mg) d' ASB 

(Pierce 30444) dans 400 \il de tampon borate (0,1 molaire pH 9.3). 
Apres une nuit sous agitation a temperature ambiante, le conjugue 
est purifie par echange d' ions en CLHP sur une colonne AX300 

(BROWNLEE 4.6 x 100 mm) par un gradient de NaCl (Tableau 1). Le pic 
du conjugue est dialyse contre de 1'eau (2x1 litre) concentre sous 
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vide, repris par 1 ml H 2 0 et stocke a - 20° C. 
Conditions chromatographiques : 

Gradient de : 10 % B' a 56 * *T en 25 rain. 

56 % B' a 100 % B' en 2 min. 

Les caracteristiques des tampons A' et B' sont les suivantes : 
A' m 20 mM phosphate de sodium, pH 1,00; 20 % CH3 CN. 
B' * Tampon A' + 1 M NaCl ou 2M NaCl. 

EXEMPLE 3 : 

On a represents dans ie tableau 2 les alignements d' acides 
amines des differents alleles du gene DR Beta dans le but de definir 
les positions des acides amines mutes par rapport a la sequence 
consensus choisie (appelee *DR CONS") . Ces mutations correspondent a 
des mutations non silencieuses au niveau de 1'ADN c'est a dire des 
mutations qui induiront un changement d'acide amine. On sait en 
effet que les acides amines sont codes au niveau de l'ADN par des 
triplets de bases. Une mutation sur la troisieme position 
n'entrainera generalement pas de changement d'acide amine. Par 
contre le changement de la seconde base induira assez souvent un 
changement d'acide amine. Enfin, une mutation sur la premiere base 
entralnera tou jours une modification de l'acide amine. 

Dans le cas du typage des differents alleles , on utilise done 
le plus souvent les mutations sur l'ADN correspondant aux mutations 
non silencieuses. Mais il est possible de detecter une mutation de 
type silencieuae, par exemple dans le but de differencier 2 alleles 
tres proches. 

Dans le tableau 3, on a represents les alignements des 
nucleotides du gene DRBeta pour tous les alleles connus et put>±j.es 
dans la litterature a ce jour, par rapport a la meme sequence 
consensus que dans le tableau 2. 

La nomenclature utilisee pour designer les differents alleles 
et celle proposee lors de la cinquieme conference 
d'histocompatibilite (Leiden, Hollande, 1991) . Les indications entre 
parentheses dans le tableau 2 represente la nomenclature precedente. 
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SXEMPLS 4 : 

En utilisant les 2 protocoles decrits precedemment on a 
synthetise des oligonucleotides portant soit un ligand, tel que 
decrit dans l'exemple 1 et qui sont resumes dans le tableau 4, soit 
couple a l'ASB, tel que decrit dans l'exemple 2 et qui sont resumes 
dans le tableau 5 



TABLEAU 4 





H # 


saquanc* 5' -3* *** 3 


Ligand X * t 


.r ** 


1 


563 


CTGGAAAGATGCA 


a 


17, 11 ' 


2 


562 


TGGAAAGATGCAT 


a 


17, 63 


3 


561 


CAGGATAAGTATGA 


' a 


17,52 


! 4 


579 


GCAGGA^AAGTATGA 


a 


16 ff 7 


5 


603 


CAGCAGGATAAGTATG 


b 


17 f 44 


6 


1094 


CAGCAGGATAAGTATG 


a 


16.25 


7 


546 


TGGACAACTACTG 


a 


18,61 


7 bis 


570 


GGACAACTACTG 


a 


16,09 


6 


596 


GGACAACTACTG 


b 


17,29 


* ., 


545 


GATACTTCTATCACC 


a 


19,2 


10 


398 


CCTGATGAGGAGTA 




14 . 6 


11 


573 


CAGGGTAAGTATAAG 


a 


16,18 


12 


580 






16 , 99 


13 


1064 


TGGCACGGTAAGTAT 


a 


17,55 


14 


591 


GGCAGGGTAACTATAAG 


b 


18.18 


15 


1095 






17 T 13 


16 


400 


GGCCCTGGTGGA 


a 


13,79 


17 


595 


GGCCCTGGTGGA 


u 


17. 4 3 


18 


574 


GCGGTATCTGCACA 


a 


16,62 


19 


556 


GGAGGAGGTTAAG 


a 


17,94 




555 




a 


16 f 1 


21 


755 


TGCGGAGCACTGGA 


a 


16,85 


22 


867 


^GA^GACAAGCG 


a „„ 


13.36 


23 


915 


CTCTACGGGTGAG 


a 


19,04 


24 


1066 


CTCTACGGGTCAGT 


, a t „„ 


17.14 


25 


990 


CACCTATTGCAGA 


a 


17.47 


26 


1067 




a 


17, 08 


27 


1068 


ACACCTATTGCAGA 


6 


17.81 


28 


602 




a 


15,86 

15.77 


?? 

30 


1096 
1097 


CCAGG AGG^G^ACGT 
CCAGGAGGAGAACCT 


2 

d 


13,74 

14,03 


?i, 
32 


1096 
1099 


CCAGGAGG AG AACGT 
CCAGGAGGAGAACCT 


f 


14.81 


33 


1100 




a 


14,97 
16 f 05 


34 
34 bis 


1107 
1127 


r ACCAG I AGGAG AACGT 
AACC AG I AGGAG AACGT 


a 
a 


16,62 
19.29 


35 
-36 


935 
997 


ACCAGGAGCJIAGAACGTG 
GAGCTGCGTAAG 


S a ■ 


16.55 


37 


1033 


TTCCTGGAGAGACAC 


a 
a 


18,4 
18 f 39 


38 
39 


1030 
1065 


TTCCTGGAGAGATAC 
TCCTGGAGAGAT ACT 


a 


18,01 


40 


1056 


f GGAGGACTTGCGC 


a 


17. 9 


41 


1059 


GGAGGACTTGCGCT 


a 


18.35 


42 

42 bi 


1060 
s 1061 


1 ACGGGGCTGTGGA _ 


a 

a 


17,05 



35 



* X represente le ligand selon la nomenclature utilisee precedemment 
dans le tableau 1 

** Tr represente le temps de retention en minutes (min) de 
1' oligonucleotide en CLHP dans les conditions decrites dans 
l'exemple 1 (colonne BROWNLEE RP 18(4,6 mm-25 cm) debit 1 ml /min) . 
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dans les sequences 33, 3 4 et 34 bis represente 



TABLRAU S 



-REFERENCE! 


UKERO 


SEQUENCE 5 1 -3 • 


TR * 


RATIO ** 
OLIGO/ASB 




57 IB 


TGGACAACTACT 


1 7,85 (2M) 


1 


44 


57 4B 




8^ 6 9 (2M) 


°r ? 


45 


1 55 6B 


GGAGGAGGTTAAG 


7,76 (2M) 


1 


46 


555B 


TGGAAGACGAGC 


16,85 (IN) 


0, 8 


47 


756B 


GCGGAGCACTGC 


17,78 <1M) 


1,5 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


16,65 (IM) 


1.1 


49 


868B 


TGGAAGACAAGC 


8,56 (2M) 


1.3 


50 


856B 


GAGGAGCTCCTGCGCT 


19,96 (IM) 


1,2 


51 


966B 


AGGAGAACGTGC 


19,66 (IM) 


l - s t 


S2 


997B 


GAGCTGCGTAAG 


18,88 <1M) 


0,9 


53 


998B 


AGCTGCGTAAGT 


16,32 (IM) 


1 


54 


1026B 


GAGAGACACTTCC 


13,98 (IMS 




55 


98 6B 


GGAGAGATACTTC 


15,81 (IM) 


0, 6 


56 


1049B 


GAGAGATACTTCC 


_ 15.86 (IM) 


1.2 


57 


1089B 


ACGGGGCTGTG 


17,72 (IM) 


1,1 


58 


1090B 


TACGGGGCTGT 


17,24 (IM) 


1 


59 


, "91B 


CGGGGCTGTGG 


17.42 <1M) 





10 



15 



20 



25 



30 



35 



* Tr represente le temps de retention en minutes (min) de 
1' oligonucleotide couple a 1'ASB en CLHP dans les conditions 
decrites dans 1' exemple 2. 

(IM) signifie que le tampon B contient IM NaCl. 
(2M) signifie que le tampon B contient 2M NaCl. 

** L' oligonucleotide est quantifie en picomoles par spectrometrie 
U.V, en mesurant I'absorbance a 260 nm selon le protocole APPLIED 
BIOSYSTEMS. L'ASB est dose par la methode de BRADFORD (BRADFORD 
M.M., Anal.Biochem., 72,248 (1976)) en picomoles. Le ratio oligo/ASB 
est le rapport de ces 2 valeurs. 

On a defini dans cet exemple des oligonucleotides de capture 
que l'on peut synthetiser, sans ligand, avec un ligand ou bien 
coupler par exemple a l'ASB. Le choix des sequences des 
oligonucleotides synthetases tient compte de 1'alignement des 
sequences d'ADN des differents alleles decrits dans le tableau 3 de 
l'exemple 3. Les sondes oligonucleotidiques selectionnees, utilisees 
par exemple comrae sondes de capture, permettent d'effectuer un plan 
de typage comme d6crit dans le tableau 6. II est bien evident pour 
l'homme de 1'art que d'autres plans de typage peuvent €tre definis 
avec d'autres oligonucleotides. 
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Dans le tableau 6, les indications entre parentheses 
representent la nomenclature utilisee avant la conference 
d' histocompatibility (1991) des sous types de l f allele DRB5 . 

Le aigne + signifie que le sous type de la ligne consideree du 
tableau 6 donne une hybridation avec la sonde de la colonne 
correspondante . 

A l'aide du tableau 6, il est possible d' interpreter 
facilement les resultata obtenus (hybridation ou absence 
d' hybridation) avec di verses sondes par exemple une cible donnant 
une reponse positive avec les sondes 43, 14, 28 et 37 correspond aux 
types DRB1*0301/DRB1*07. 



15 



20 



25 



SXEMPLK 5; preparation des sondes de detection 

Selon 1' exemple 2 1' oligonucleotide active et seche sous vide 
est repris par 1,25 10~ 7 mole (5 mg) de peroxydase de raifort 
(BOEHRINGER MANHEIM 413470) dans 200 \ll de tampon borate de sodium 
0,1M, pH 9,3. 

Le protocole de purification est identique : le conjugue est 
stocke a -20°C dans un tampon 50 mM tris HC1 , pH 7,0 ,40% glycerol. 

Le tableau 7 resume les differents conjugues utilises pour la 
detection HLA DR. 

TABLEAU 7 



REFERENCE 


SEQUENCE 5' -3' *** 


TR * 




RATIO ** 
OLIGO/HRP 


Dl 


CCGGGCGGTGAC ( GT ) GAGCTGGGGC 


11,68 


(2M) 


if 4 


D2 


CCGGGCGGTGACIGAGCTGGGGC 


18,09 


<2M) 


1,8 


D3 


GAACAGCCAGAAGGAC 


9,32 


<2M) 


1 



30 



35 



* Tr represente le temps de retention en minutes <min) de 
1' oligonucleotide couple a la peroxydase de raifort (HRp) en CLHP 
dans les conditions decrites dans 1' exemple 2. 
(2M> signifie que le tampon B contient 2M NaCl. 

** L' oligonucleotide est quantifie en picomoles par spectroraetrie 
U.V. en mesurant I'absorbance a 260 nm selon le protocole APPLIED 
BIOSYSTEMS. La peroxydase de raifort (HRP) est dosee par U.V. a 402 
nm en picomoles selon ATOR M.A., J.Biol. Chem. , 31, 14954 (1987). Le 
ratio oligo/HRP est le rapport de ces 2 valeurs. 
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*** la lettre I dans la sequence D2 represente 1' inosine .Dans la 
sequence Dl, (GT) signifie qu'il y a un melange equimolaire des 2 
bases G et T sur cette position. 

exemplb : preparation du materiel genetique 

L' extraction d'acides nucleiques a partir de sang total est 
effectuee dans un appareil Applied Biosystems d' apres le protocole 
suivant : 2 a 6 ml de sang total sont repris dans du tampon TE (10 
mM Tris-HCl pH 8,00, 1 mM EDTA) (quantite suffisante pour 6 ml) et 
sont deposes dans une ampoule d' extraction de 30 ml. Une solution de 
proteinase K (840 unites dans 20 mM Tris-HCl pH 8,5) est ajoutee. 
L' ensemble est incube sous agitation 1 heure a 55°C. L'exces de 
proteines presentes est elimine par 2 extractions simultanees (8,5 
ml) par un melange de phenol chloroforme. L' ensemble est agite 
pendant 20 minutes a 60°C. Apres elimination de la phase organique 
une nouvelle extraction phenolique est effectuee . L'exces de phenol 
est elimine par une extraction au chloroforme (9,5 ml), 10 minutes a 
37*C. L'ADN contenu dans la phase aqueuse est precipite par addition 
de 0,5 ml d'acetate de sodium 3 M pH 5,5 et 13,5 ml d' isopropanol 
puis recupere sur un filtre. L'ADN est ensuite repris dans 1 ml 
d'eau distillee, puis dose en spectrophotometrie a 260 ran. 



exemple 7 : amplification de l'ADN 

L' Amplification enzyraatique est effectuee par la technique de 
reaction en chaine par la polymerase (PCR) (MOLLIS et FALOONA, Meth. 
in Enzymol. vol, 155, pp 335-350) d' apres le protocole suivant : 

Dans un tuba de type Eppendorf sont ajout6s 0, 1 a 2 fig d' ADN 
purifie ou non dans un volume total de 100 JJ.1 du tampon suivant : 

- 10 Jil de tampon de PCR 10 fois concentre (500 mM KC1, 100 mM Tris- 

HCl pH 8,3 (20°c), 15 mM MgCl 2 , 0,1% gelatine) 

- 2 Ul dNTP (dATP, dCTP, dGTP, TTP) 0,5 JIM 

- 2 |ll de chaque amorce correspondant a 25 pmoles 

- 1,5 unites de Taq polymerase (Perkin Elmer Cetus) 

- eau distillee (quantite suffisante pour 100 

- 50 *il d'huile de paraffine 

Le tube est depose dans un Thermocycler (Perkin Elmer Cetus) 



WO 96/40989 



-28- 



PCT/FR96/00836 



dans lequel seront effectues les 35 cycles de temperatures suivants: 

-0,5 minute de denaturation a 95°C 

- 0 f 5 minute d' hybridation a 55°C 

-0,5 minute d' elongation a 72°C 

Les amorces utilisees ont la sequence suivante : 

amorce 1 « 5 ' -CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG-3 9 

amorce 2 « 5 ' -TCGCCGCTGCACTGTGAAG— 3 9 



EXEMPT.B fl * 

Dans un puits d'une plaque de microtitration en polystyrene 
(Nunc 439454) sont deposes 100 *il d'une solution d'un 
oligonucleotide de capture d'une specif icite DR donnee t une 
concentration de 0,15 M-M dans du PBS 3 x (0,45 M Nad, 0,15 M 
phosphate de sodium pH 7.0). II y a autant de puits rempli's que 
necessaires pour le typage. 

Dans tous les cas un contr61e positif doit etre ajoute dans 
le but de verifier 1'efficacite de l'etape d' amplification ainsi que 
l'etape de detection. La sonde de capture qui est utilisee comme 
contr61e positif est presente sur tous ies alleles connus a ce jour 
et a la sequence suivante : 

5'- GGGGAGTACCGGGCGGTGACGGAGCTGGGGCGGCCT - 3' 
La plaque est lavee 3 foia avec 300 Hi de PBS Tween (0,15 M 
Nad, 0,05 M phosphate de sodium, pH 7,0 ; 0,5 % Tween 20 (Merck 
822184)). Le produit d' amplification (100 uM) tel que decrit dans 
I'exemple 7 est denature par 10 fll de NaOH 2 N pendant 5 minutes 
sous agitation a temperature ambiante. 10 Hi d' acide acetique 2N 
puis un volume de tampon PEG (Phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,0 
Nad 0,5 M, Tween 20 0,65 %, ADN rle sperme de saumon (Sigma D 9156) 
0,14 mg/ml, PEG 4 000 (Merck 807490) 2 %) equivalent a n x 50 \ll (n 
etant le nombre de sondes de capture necessaires au typage). sont 
additionnees success! vement a cette solution. 50 p.1 de cette 
solution sont repartis par puits suivis de 50 jil de la sonde de 
detection (conjugue oligonucleotide peroxydase) a une concentration 
de 15 nM dans le tampon PEG. La plaque est incubee 1 h a 37° c et 
lavee par 3 x 300 |ll de PBS Tween. 100 uJL de substrat OPD (ortho- 
phenylenediamine Cambridge Medical Biotechnology ref/456) dans un 
tampon OPD (0,05 M acide citrique, 0,1 M Na 2 HP0 4 , pH 4,93) a la 
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concentration de 4 mg/ml auquel on ajoute extemporanement H 2 0 2 a 30 
volumes au 1/1000, sont ajoutes par puits • Apres 20 min de reaction, 
l'activite enzymatique est bloquee par 100 \il d'H 2 S0 4 IN et la 
lecture est effectue sur Axia Microreader (bioMerieux) a 492 nm, 

5 EXEMPLE 9* 

6 ADN, prepares selon la methode decrite dans I'exeraple 6, 
sont amplifies selon la methode decrite dans l'exemple 7. 

10 Le protocole de typage comporte les sondes ue capture suivantes: 

5 ' a-GATACTTCTATCACC 3 ' « oligonucleotide de specificite DR 3 
portant le ligand a en 5' (reference 545 ) 

^ 5 ' GATACTTCTATCACC 3 ' - oligonucleotide de sequence identique mais 
sans ligand (reference 545 nu) 

5 ' a - TGGACAACT ACTG 3 '~ oligonucleotide de specificite DR 4 portant 
le ligand a en 5' (reference 546 ) 

5 ' TGGACAACTACTG 3 ' - oligonucleotide de sequence identique mais 
20 sans ligand (reference 546 nu) 

Le protocole de typage est conforme au protocole general 
decrit dans l'exemple 8. 

Les sondes Dl et D2 (tableau 7) sont utilisees en melange 50%- 
50% cornme sondes de detection, 
25 Les resultats sont presentes dans le tableau 8 ci-apres : 



TABLEAU S 



ADN 


TYPAGE 


DR3 


DR3 


DR4 


DR4 






545 NU 


545 


546 NU 


546 


1 


DR11/DR11 


0,019 


0,025 


0,021 


0,025 


2 


DR4/DR4 


0,018 


0,021 


0,021 


0,138 


3 


DR8/OR7 


0,017 


0,022 


0,01 9 


0,019 


4 


DR3/DR11 


0,026 


0,423 


0,021 


0,027 


\ 5 


DR3/DR4 


0.023 


0.176 


0.026 


0.296 


6 


OR3/DR3 


0,023 


0,387 


0,023 


0,018 



35 

Les 2 sondes de capture sans ligand ne dif ferencient pas les 
specif icites des ADN alors que les memes sequences avec le ligand a 
permettent d' identifier les specif icites DR2 et DR4 des ADN » 
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5 EXEMPLE m T 

24 ADN, prepares selon la methode decrite dans 1' example 6, 
sont amplifies selon la methode decrite dans l'exemple 7. 
Le protocole de typage est conforme au protocole general decrit dans 
10 l'exemple 8. 

Les sondes Dl et D2 (tableau 7) sont utilisees en melange 50%- 
50% comme sondes de detection, 

Le protocole de typage comporte les sondes de capture 
recapitulees dans le tableau 9 ci-apres: 

15 

TABLEAU 9 



25 



35 



reference 


numero 


sequence 5'-3' 


1 


563 


CTGGAAAGATGCA 


5 


603 


CAGCAGGATAAGTATG 


43 


571 B 


TGGACAACTACT 


9 


545 


GATACTTCTATCACC 


10 


398 


CCTGATGAGGAGTA 


14 


591 


GGCAGGGTAAGTATAAG 


1 7 


595 


GGCCCTGGTCGA 


44 


374B 


GCGGTATCTGCACA I 


45 


556B 


GGAGGAGGTTAAG 


46 


555B 


TGGAAGACGAGC 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


47 


756B 


GCGGAGCACTGG 


28 


802 


CCAGGAGGAGAACGT 


24 


1066 


CTCTACGGGTGAGT 


27 


1068 


ACACCTATTGCAGA 


52 


997B 


GAGCTGCGTAAG 


37 


1033 


TTCCTGGAGAGACAC 


55 


986B 


GGAGAGATACTTC 


42 


1060 


AGGAGGACTTGCGC 



Les resultats du typage sont donnes dans la tableau 10: 
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1 756-ASB 1 




0,016 


0,018 


0.024 


0,016 


0,015 


0,016 


1,674 1 


0,021 


0,019 


0,017 


0.017 1 


0,019 1 


0,017 


0,016 | 


0,021 


0.016 


0,019 1 


0,021 


0.019 


0,019 


0,022 


0,019 


0,025 


0,024 | 


oo 


GQ 

I 




0,015 


0,037 


0.016 


090*0 


0,042 


0.120 


0,070 


0,020 


0,017 


0,015 


0,018 


0,048 


0,039 


0.036 


0,023 


0.042 


0,012 


0,070 


0.025 


0,014 


0,016 


0.018 | 


0,014 | 


1,973 | 




pa 

CO 

< 

1 

to 
»o 
•o 




0,018 


0,018 


> 2,500 


0,022 


> 2,500 


> 2,500 


0,017 


> 2,500! 


0,017 j 


0,019 


0,019 


0,015 


> 2.500 


0,021 


0,073 


1.210 


> 2.500 


0,021 


> 2.500 


0,017 


0.017 


0.020 


0.018 


1,931 | 


in 


« 

CO 

< 

VO 

«o 
«o 




0,022 


0,025 


0.023 


0,024 


0,028 


0,024 


0,031 


0,030 


0,037 


0,034 


0,038 


0.031 . 


0,028 


0,030 


0,028 


0.028 


0.034 


0,029 


0.029 


0.028 


0.036 | 


0.032 j 


0.019 | 


0,016 


3 


« 

CO 

< 

to 




0,033 


0,031 


0,033 


0,031 


0,032 


0,031 


0,033 


0,032 


0,044 


0,044 


0,033 


0.034 


0,033 


0.045 


0,050 


0,031 


0,076 


0.041 


0.043 


0.032 


0,035 


0.014 


0,021 j 


0,042 1 


c*» 


«o 




0,072 


0,072 


0,030 


0,098 


0,030 


0,068 


0,017 


0,030 


0,015 


0,021 


0,023 


0.046 


0,015 


0,040 


VO 
CO 

n 

o 


0,014 


0,016 


0.018 


0.014 


0.018 


0,023 


0,015 


0,026 | 


0,023 | 




On 
•O 




1,006 


0,929 


0,050 


0,992 


0,054 


0,826 


0,016 ! 


0,019 


0,085 


0,048 


0,043 


0.589 


0,010 


0,448 


0,042 


0,013 


0,018 


0.056 


0.046 


0,021 


0,038 | 


0,036 


0,012 | 


0,017 1 


© 


00 

ON 

m 




0,029 


0.029 


0,024 


0,023 1 


S 

A 


0,017 ! 


0,076 


8 
«"> 

A 


0,031 


0.016 


0,044 


0.032 


0,030 


0,016 


0,017 


0.015 


0,010 


1 0,023 


0.013 


0,015 


< 0.042 


0,040 


0.010 


0,010 | 


ON 






0,013 


0,016 


0,011 


0,015 


0,042 


1 0,025 


0,020 


0,025 


0,025 


0,018 


1,113 


0,015 


0,013 


0,025 


0.022 


0.399 


0.014 


0.939 


0,016 


0,956 


1,028 


0,014 


0,013 


0,037 | 


3 


CQ 
• 




0,718 


0.036 


0,030 


0,066 


0,035 I 


0,037 i 


0,027 


0,031 


0,046 


0.034 


0,625 


0,625 


0,425 


0,041 


0,030 


0,023 


0,468 


0,035 


0,035 


0,026 


0.031 


I 0,016 


0,019 


0,048 


»o 


m 
o 
so 




0,025 


0.024 


0,021 


0.027 


0.089 


0.049 


0,018 


0,017 


cn 

n. 
*—* 


0.890 


0,052 


0,037 


0,012 


0,752 


o 


0,013 


0.013 


0,747 


1,190 


0,032 


0,035 


800*0 


0.015 


0,011 




s 

to 




i 0,017 


On 
O 

n 

o 


0,014 


0,012 


0,468 


0,017 


3 

•n. 
o 


0,011 


0,459 


0.353 


0,019 


0,015 


0,014 


0,018 


0,014 


0,007 


0,015 


0,019 


0,016 


0,012 


0,355 


0,866 


0.401 


0,010 


1 SONDE 


o 

2: 

O 
O 

3 
o 


• 

s 
< 


00 

to 


m 


3 


3 


5 


S 








R 




fS 


On 


e> 

00 


S 


S 


S3 


VO 
00 




3 


O 

ON 


ON 


8 


8 



WO 96/40989 



-32- 



PCT/FR96/00836 



03 



s 

* 



rj ^ v-s i-H ^ 
c> p o o o _ 
en * m * * • 

r" n? *o *h 
Jh t< S J- S • « 



2 ^ ff) H N 




«««cqww5555 



< 



cs 



03 CO 
Q Q 



O tH t-H o ir> 

V) H H tf) S H 

« CO CQ 03 g ffl 

g g « 8 e* 

O O O O fH o 

**#••• 

t-4 rH r-( i— < i-^ 

03 CQ 03 m « pq 
£ OS M « « 
Q Q Q Q Q Q 



o o 

* * 



03 

t-< rH 



CO 03 

§ 



o 
♦ 



o . 



03 00 GO 0 
ft5 « 0* 
ft Q Q O 



8 



3 

© 



NO 



CO 
oof 

2 



s 



s 



s 



s 



s 



ON 

o 



o 

8 

O 



s 



s 



s 



s 



s 



3 



s 



s 



NO 

o 
o 



NO 

<s 
o 
o 



s 



s 



CO 
CO 

O 

o 



s 



s 



WO 96/40989 



-33- 



PCI7FR96/00836 



La methode decrite nous permet de typer sans ambiguity les 24 
ADN testes. 



SXBHELE 1 ] - 

La temperature preferentielle d' hybridation pour le typage 
HLA DR decrit dans la presente invention est 37 °C. 
II est cependant possible de modifier cette temperature 
d' hybridation . 

L'exemple suivant est identique a l'exemple 10 a 1' exception 

de la temperature d' hybridation qui a ete modifiee de 37°C a 45°C* 

Le typage est realise sur 11 ADN. 

Les sondes de capture utilisees sont donnees dans le tableau 
11 ci-apres: 



TABLEAU 11 



reference 


numero 


sequence 5'-3' 


1 


563 


CTGGAAAGATGCA 


5 


603 


CAGCAGGATAAGTATG 


43 


571B 


TGGACAACTACT 


9 


545 


GATACTTCTATCACC 


1 0 


398 


CCTGATGAGGAGTA 


1 4 


591 


GGCAGGGTAAGTATAAG 


1 7 


595 


GGCCCTGGTGGA 


44 


574B 


GCGGTATCTGCACA 


45 


556B 


GGAGGAGGTTAAG 


46 


555B 


TGGAAGACGAGC i 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


47 


756B 


GCGGAGCACTGG 


28 


802 


CCAGGAGGAGAACGT 



Les resultats du typage sont donnes dans le tableau 12 ci-apres ; 
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La temperature preferentielle d' hybridation est 37°c et le 
tampon d' hybridation preferentiel est le tampon PEG, mais comme le 
montrent les resultats de I'exemple 11 et 12, on voit qu'il est 
possible de faire varier a la fois la temperature d' hybridation et 
le tampon d' hybridation . 

Comme cela ressort de la description ci-avant, le procede de 
la presente invention combine les avantages pratiques suivants : une 
specificite optimale avec discrimination possible de tous les 
alleles, 

une simplicity d' execution et un coat reduit par rapport a 1' analyse 
serologique, 

une rapidite d' execution avec obtention des resultats 90 minutes 
environ apres amplification, soit tine duree tot ale inferieure a 12 
heures, ce qui est essentiel pour les donneurs de reins, 
une compatibility au typage individuel essentielle pour les typages 
d'urgence et 1' utilisation en petits laboratoires, 

un signal quantifiable par mesure de Densite Optique et un 
traitement eventuel des resultats par un systeme informatique 
simple, et une adaptability a des systemes automatiques . 



EXEMPLE 13 : 

De facon analogue a celle decrite prec£demment , on a 
prepare dee sondes de capture correspondent aux oligonucleotides 
dSsign£s par les numeros de reference 101, 102, 103, 104, 115 et 
111. 

Ces sondes utilisSes comme sonde de capture reconnaissent 
lee specif icitds indiqu£ee dans la description. 

En outre, on peut utiliser les sondes de capture de 
1' invention avec les sondes de detection suivantes : 

-GCGGTGACGGAGCTGG 
-GAACAGCCAG AAGG AC . 
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La temperature pref erentielle d' hybridation est 37°C et le 
tampon d' hybridation preferentiel est le tampon PEG, mais comme ie 
montrent les resultats de 1'exemple 11 et 12, on voit qu' il est 
possible de faire varier a la fois la temperature d' hybridation et 
le tampon d' hybridation. 

Comme cela ressort de la description ci-avant, le proc6de de 
la presente invention combine les avantages pratiques suivants : une 
specificite optiraale avec discrimination possible de tous les 
alleles, 

une simplicity d' execution et un cout reduit par rapport a 1' analyse 
serologique, 

une rapidite d f execution avec obtention des resultats 90 minutes 
environ apres amplification, soit line duree totale inferieure a 12 
heures, ce qui est essentiel pour les donneurs de reins, 
une compatibility au typage individuel essentielle pour les typages 
d'urgence et 1' utilisation en petits laboratoires, 

un signal quantifiable par mesure de Densite Optique et un 
traitement eventuel des resultats par un systeme informatique 
simple, et une adaptability a des systemes automatiques . 

EXEMPLE 13 : 

De fa9on analogue a celle decrite precedemment , on a 
prepare des sondes de capture correspondent aux oligonucleotides 
designee par les numeros de reference 101, 102, 103, 104, 115 et 
111* 

Ces sondes utilis6es comme sonde de capture reconnaissent 
les sp6ci£icites i^diquees dans la description. 

En outre, on peut utiliser les sondes de capture de 
1' invention avec les sondes de detection suivantes : 

-GCGGTGACGGAGCTGG 
-GAACAGCCAGAAGGAC • 
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REVENDI CATIONS 

1. Sonde nucleotidique choisie parmi les suivantes : 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAAGAGGGAGTG 

- GCGAGTGTGGAACCT 

- AAGACAGGCGGGC, 
ou leurs complementaires. 

2. Ensemble de sondes oligonucleotidiques penrettant d'effectuer le 
typage HLA DR. comprenant au mo ins une sonde choisie parmi : 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAAGAGGGAGTG 

- GCGAGTGTGGAACCT 

- AAGACAGGCGGGC, 
ou leurs complementaires. 

3. Ensemble de sondes selon la revendication 2, contenant en outre 
au moins une sonde choisie parmi : 

- G TGGACAACTACTG - GATACTTCTATCACCA A - G CCTGATGAGGAGTAC 

- T GGCAGGGTAAGTATAAG - G GGCCCTGOTGGAC A - T GCGGT ATCTG C A C A 

- GGAGGAGGTTAAGT T - CTGGAAGACGAGCG - T GGAAGACAAGCGG 

~ T GCGGAGCACTGGA - AA CCAGGAGGAGAACGTG - A CTCT ACGG GTG AGTG 

- G ACACCTATTGCAGA C , 

la partie soulignee correspondant a une sequence minimum, 
ou leurs complementaires. 

A. Ensemble de sondes selon la revendication 3, contenant au moins 
une sonde choisie parmi : 

- TGGACAACTACT - GATACTTCTATCACC - CCTGATGAGGAGTA 

- GGCAGGGTAAGTATAAG - GGCCCTGGTGGA - GCGGTATCTGCACA 

- GGAGGAGGTTAAGTT - TGGAAGACGAGC - GGAAGACAAGCG 

- GCGGAGCACTGG - AACCAGGAGGAGAACGT - CTCTACGGGTGAGT 

- AC ACCTATTGCAGA , 
ou leurs complementaires. 

5. Ensemble de sondes selon l'une quelconque des revendications 2 
et 3, contenant en outre au moins une sonde choisie parmi 

- GAGGAGGACTTGCGCT - T ACGGGGCTGTGGAG - G GAGCTGCGTAAGT 

- TTCCTGGAGAGACAC - GGGAGAGATACTTCC . 
ou leurs complementaires. 
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6. Ensemble de sondes selon la revendication 5, contenant au moins 
line sonde choisie parmi : 

- AGGAGGACTTGCGC - ACGGGGCTGTGGA - GAGCTGCGTAAG 

- TTCCTGGAGA&ACAC - GGAGAGATACTTC , 
ou leurs complement aires . 

7. Ensemble de sondes selon l'une quelconque des revendications 2 a 
6, contenant la sonde : 

- AACCAGIAGGAGAACGT, 
ou sa complementaire. 

8. Ensemble de sondes selon l'une quelconques des revendications 2 
a 7, contenant en outre au moins une des sondes suivantes : 

- GCGGTGACGGAGCTGG 

- GAACAGCCAGAAGGAC 

- CCGGGCGGTGACIGAGCTGGGGC, 
ou leurs complementaires . 

9- Precede pour determiner le typage HLA DR d'un individu a partir 
d'un dchantillon de 1' individu selon les techniques usuelles de typage par 
oligonucleotides, caracteris6 par le fait qu'on utilise, comme sondes de 
capture ou de detection, au moins une partie des sondes de 1* ensemble de 
sondes d£fini dans l'une quelconque des revendications 2 a 8. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise par le fait que 
lesdites sondes sont choisies parmi celles mentionnees dans l'une quelconque 
des revendications 2 a 7. 

11. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait que 1 1 on utilise lesdites sondes comme sondes de capture. 

12. Procdde selon la revendication precedente, caracterisd par le 
fait qu'il comprend les dtapes consistant a : 

- immobiliser chaque sonde de capture sur un support solide, 

- mettre en contact rhaque sonde de capture immobilisee avec un milieu 
liquide contenant au moins un fragment d'acide nucleique cible, dans des 
conditions predeterminers permettant 1 'hybridation si la sequence 
complement aire de celle de la sonde est presente dans la cible, et 

- d^tecter la presence d'hybrides eventuellement formes. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que 
l'dtape consistant a mettre en contact chaque sonde de capture immobilisee 
avec un milieu liquide contenant au moins un fragment d'acide nucleique 
cible est effectue" a une temperature de 37° C. 
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